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1. Einführung 
1.1 Hintergrund  
Primäre ZNS-Tumore sind die zweithäufigsten Tumore im Kindesalter. Eine verbesserte 
multimodale Therapie, bestehend aus Operation, Chemo- und/ oder Strahlentherapie, 
ermöglicht bei vielen Tumorentitäten ein verlängertes Überleben. Allerdings stellt die 
Bestrahlung einen Risikofaktor für die langfristige Abnahme kognitiver Eigenschaften dar 
(Duffner, 2010), wobei die Strahlendosis einen entscheidenden Einfluss auf den Schweregrad 
der radiogenen Spätfolgen hat (Merchant et al., 2009). Diese gehen wiederum mit einer 
Verminderung der Neurogenese im Hippokampus, der Struktur, welche die wichtigsten 
kognitiven Funktionen vermittelt, einher (Monje et al., 2002). Jannoun et al. zeigten auf, dass 
bestrahlte Kinder unter sechs Jahren die größten neurokognitiven Defizite, gemessen am 
Intelligenzquotienten, aufwiesen (Jannoun et al., 1990).  
Verschiedene Ansätze wurden bereits untersucht, um die neurokognitiven Fähigkeiten 
insbesondere sehr junger Patienten zu verbessern. Folgende wesentliche Möglichkeiten stehen 
dafür zur Verfügung: a) Änderung der Bestrahlungsparameter. Die Abnahme neurokognitiver 
Fähigkeiten ist nicht nur abhängig vom Alter der bestrahlten Kinder, sondern auch von der 
applizierten Dosis. Laut Redmond et al. kommt es mit zunehmender Dosis im Bereich des 
Hippokampus sowie der Temporallappen zu einer Abnahme neurokognitiver Fähigkeiten 
(Redmond et al., 2013). Diese Beobachtungen wurden bei Kindern im Alter von einem bis 18 
Jahren gemacht. Jalali et al. konnten zeigen, dass die Kinder einen Abfall des 
Intelligenzquotienten von über 10% erlitten, wenn sie mit einer Dosis von mehr als 43,2 Gy 
bestrahlt wurden (Jalali et al., 2010). Damit einher gehen Untersuchungen, die gezeigt haben, 
dass niedrige Dosen vor allem bei Kindern unter sechs Jahren assoziiert sind mit besseren 
neurokognitiven Fähigkeiten (Fuss et al., 2000). In der randomisierten PNET 4 Studie wurde 
der Einfluss des Fraktionierungsschemas anhand des Medulloblastoms auf die 
neurokognitiven Fähigkeiten untersucht. Hierbei zeigte sich nur eine leichte Verbesserung der 
sprachlichen Intelligenz durch eine Hyperfraktionierung im Gegensatz zur konventionellen 
Fraktionierung (Camara-Costa et al., 2015). 
b) Schonung neuronaler Strukturen. Mittels neuer strahlentherapeutischer Techniken konnte 
gezeigt werden, dass die Dosis auf den Hippokampus auch bei einer Ganzhirnbestrahlung 
über 30 Gy auf acht Gy reduziert werden konnte (Nevelsky et al., 2013). In einer Phase-II 
Studie RTOG 0933 wurde die Schonung des Hippokampus unter einer Ganzhirnbestrahlung 
getestet. Dabei stellte sich auch heraus, dass sich trotz Aussparung der gesamten 
Hippokampusformation das Risiko für erneute Metastasen nicht erhöhte (Gondi et al., 2010a).  
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c) Gabe von neuroprotektiven Substanzen. Um die neurokognitiven Fähigkeiten pädiatrischer 
Patienten, die im Bereich des Hippokampus bestrahlt werden, zu verbessern, wurden bereits 
einige neuroprotektive Substanzen getestet. Atorvastatin und Ramipril beispielsweise 
scheinen die Neurogenese im Gyrus dentatus zu verbessern, wenn der Hippokampus 
mitbestrahlt wird (Jenrow et al., 2011). 
d) Wiederherstellung des neuralen Stammzellpools. Durch die Transplantation von 
Stammzellen soll es zu einer Wiederherstellung des Stammzellpools kommen (Acharya et al., 
2014).  
1.2  Primäre ZNS-Tumore im Kindesalter  
Primäre ZNS-Tumore sind die häufigsten soliden und die insgesamt zweithäufigsten malignen 
Erkrankungen im Kindesalter mit bundesweit etwa 430 Neuerkrankungen pro Jahr und einem 
mittleren Erkrankungsalter von drei bis zwölf Jahren. Das Medulloblastom, ein 
neuroepithelialer Tumor, stellt den häufigsten primären kindlichen Hirntumor dar. Eine 
Übersicht über die verschiedenen Entitäten im Kindesalter liefert Abbildung 1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1 Übersicht über die Entitäten im Kindesalter. (adaptiert von Arora et al., 2009) 
 
1.2.1 Entstehung und Ätiologie 
Die Ätiologie primärer ZNS-Tumore ist weitestgehend unbekannt. Zudem handelt es sich bei 
der Entstehung vermutlich um ein multifaktorielles Geschehen. Es gibt eine Vielzahl von 
Risikofaktoren, die zur Entstehung eines Hirntumors führen können. Zum einen gehören dazu 
genetische Veränderungen wie die Tuberöse Sklerose, das Li-Fraumeni-Syndrom sowie die 
Neurofibromatose Typ 1 (Bunin, 2000). Zum anderen kann auch ionisierende Strahlung einen  
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Hirntumor induzieren (Ron et al., 1988). Darüber hinaus gehen viele andere Einflüsse ebenso 
mit einem erhöhten Risiko einher. Dazu zählt beispielsweise die bereits bestehende 
Tumorerkrankung eines Geschwisterkindes (Kuijten et al., 1990). Auch Umweltgifte wie  
N-Nitroso-Verbindungen (Preston-Martin et al., 1982) und Pestizide (Pogoda et al., 1997; 
Leiss et al., 1995) werden als risikobehaftet angesehen.  
1.2.2 Symptome und Diagnostik  
Tumore im Gehirn werden entweder dadurch symptomatisch, dass sie in einem Areal 
wachsen, in dem sie zu Ausfallerscheinungen oder Wesensveränderungen führen oder indirekt 
durch eine Erhöhung des Hirndrucks, welche sich durch Übelkeit/Erbrechen, Kopfschmerzen, 
Sehstörungen und Doppelbilder, Krämpfe und epileptische Anfälle sowie Müdigkeit bis hin 
zum Koma äußern kann. Daneben können natürlich auch eine Reihe unspezifischerer 
Symptome wie Müdigkeit, Appetitverlust, Reizbarkeit und geistige oder physische 
Entwicklungsverzögerungen und -einbrüche bestehen. Bei sehr kleinen Kindern kann sich ein 
intrakranieller Druckanstieg zudem auch durch eine Vorwölbung der Fontanelle und ein 
abnormes Kopfwachstum äußern. Da im Kindesalter mehr als die Hälfte der ZNS-Tumore im 
Hirnstamm beziehungsweise in der hinteren Schädelgrube liegen, weisen die Kinder durch die 
Verlegung des Liquorabflusses sehr häufig die Symptome einer Hirndruckerhöhung auf. In 
Abhängigkeit der hervorgerufenen Symptome sind Untersuchungen des Augenhintergrundes, 
des Hör- und Vestibularorgans sowie der hypothalamisch-hypophysären Hormonachse nötig.  
Um die Verdachtsdiagnose zu sichern, wird eine MRT-Untersuchung des Schädels 
durchgeführt. Bei Säuglingen kann durch die offene Fontanelle zunächst auch eine 
sonographische Untersuchung erfolgen (Fruhwald et al., 2011).  
Bei malignen Tumoren und dem Verdacht auf eine spinale Aussaat von Tumorzellen sollte 
auch eine spinale MRT-Untersuchung erfolgen. Um Tumore unterschiedlicher Malignität 
oder Rezidive von Narben unterscheiden zu können, kann man sich der Diffusions- und 
Perfusions-MRT-Verfahren bedienen. Nuklearmedizinische Untersuchungsverfahren wie 
beispielsweise die Aminosäure-PET dienen der Auswahl des Biospieortes, der exakten 
Bestrahlungsplanung sowie dem postoperativen Nachweis von Tumorgewebe und der 
Unterscheidung zwischen Rezidiv und therapieinduzierten Veränderungen (Langen et al., 
2008). Nach Ausschluss eines erhöhten Hirndrucks sollte sich eine Lumbalpunktion mit 
anschließender mikroskopischer Untersuchung des gewonnenen Materials anschließen. 
Tumormarker sollten sowohl prä- als auch postoperativ im Serum und eventuell im Liquor 
untersucht werden (Rutkowski S. et al., 2016). 
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1.2.3 Therapiemodalitäten 
Die Behandlung der Hirntumore besteht im Allgemeinen aus der radikalen Entfernung des 
Tumors in Kombination mit Chemo- und/ oder Strahlentherapie. Dabei hängt die Therapie im 
Speziellen jedoch von der Tumorhistologie, dem Alter des Patienten, dem eventuellen 
Vorhandensein von Mutationen sowie dem Metastasierungsgrad des Tumors ab.  
Da sich die Therapie in Abhängigkeit von der Histologie des jeweiligen Hirntumors in 
gewissem Maße unterscheidet, werde ich im Folgenden lediglich etwas genauer auf die 
Therapieoptionen beim Medulloblastom, dem häufigsten kindlichen primären ZNS-Tumor, 
eingehen.  
Die Standardtherapie besteht zunächst aus einer möglichst vollständigen Resektion des 
Tumors. Nach den aktuellen Leitlinien sollten Kinder, die älter als vier Jahre sind und keine 
Metastasen aufweisen, eine kraniospinale Bestrahlung mit einer Dosis von 36 Gy sowie einen 
lokalen Tumorboost mit 18-20 Gy, eventuell in Kombination mit einer Chemotherapie, 
erhalten. Wenn solide ZNS-Metastasen vorhanden sind, werden diese lokal aufgesättigt. Bei 
Kindern unter vier Jahren sollte auf eine Bestrahlung zu Gunsten der Chemotherapie 
verzichtet und der Zeitraum bis zum Beginn der Strahlentherapie damit überbrückt werden 
(Rutkowski S., 2012).  
Ganz allgemein betrachtet ist eine Schädigung des Hippokampus darüber hinaus im Rahmen 
einer Ganzkörperbestrahlung (12 Gy), einer Ganzhirnbestrahlung bei Metastasen (30 Gy) 
sowie der Bestrahlung einer Tumorregion (bis 60 Gy) zu erwarten. 
Prinzipiell lassen sich bei ZNS-Tumoren drei Zielvolumina definieren: die Bestrahlung der 
Tumorregion, die Ganzhirnbestrahlung unter Einschluss der Meningen und die zusätzliche 
Bestrahlung des Liquorraumes (Neuroachse = kraniospinal). Die Auswahl des jeweiligen 
Bestrahlungsfeldes hängt dabei vom Ausbreitungsverhalten des Tumors ab. Gliome, 
Kraniopharyngeome und Optikusgliome werden aufgrund ihres lokalen 
Ausbreitungsverhaltens lokal bestrahlt. Eine Ganzhirnbestrahlung kommt bei multiplen 
Hirnmetastasen sowie prophylaktisch bei Leukämie im Kindesalter zum Einsatz. Aufgrund 
ihrer möglichen Ausbreitung über den Liquor wird bei Medulloblastomen und Ependymomen 
die gesamte Neuroachse, sprich der gesamte Liquorraum, bestrahlt. Bei der 
Ganzhirnbestrahlung sowie bei der kraniospinalen Bestrahlung ist auch immer von einer 
hippokampalen Schädigung auszugehen. Wenn lediglich die Tumorregion bestrahlt wird, ist 
die Mitbestrahlung des Hippokampus abhängig von der Lage des Tumors.  
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1.3  Der Hippokampus 
1.3.1 Anatomie der hippokampalen Formation  
Der Hippokampus proper, bestehend aus den Regionen CA 1-3 des Ammonshorns, dem 
Gyrus dentatus und dem Subiculum, zählt zu den evolutionär ältesten Strukturen unseres 
Gehirns und bildet mit den genannten Strukturen zusammen die so genannte 
Hippokampusformation. In der hier vorliegenden Arbeit wird entsprechend der Terminologica 
anatomica der Begriff Hippokampus für die Beschreibung der gesamten Formation verwendet. 
Der Hippokampus befindet sich in den Temporallappen an der Medialwand des 
Seitenventrikels und macht den größten Teil des Archikortex aus.  
 
DG – Gyrus dentatus       EC – Entorhinaler Kortex     CA – Cornu ammonis       
Sub – Subiculum              Tp – Tractus perforans          F – Fimbria  
 
Abb. 2 Anatomie der hippokampalen Formation. (adaptiert von Cajal, 1911) 
 
Der Hippokampus erhält seine wichtigsten Afferenzen über den Tractus perforans aus dem 
entorhinalen Kortex, dessen Fasern die Granularzellen im Stratum moleculare des Gyrus 
dentatus erreichen. Die Axone der Pyramidenzellen des Cornu ammonis bilden die 
Efferenzen des Hippokampus. Sie verlassen ihn über den Alveus und die Fimbria hippocampi. 
Die  Kollateralen dieser Pyramidenzellaxone bezeichnet man als Schaffer-Kollateralen. Sie 
verbinden die Axone der Pyramidenzellen von CA 1-3 sowie die Regio entorhinalis und das 
Stratum granulare des Gyrus dentatus miteinander und schaffen eine positive Rückkopplung  
CA 3 
DG 
EC 
Tp 
CA 2 
CA 1 
Sub 
F 
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zwischen CA 1-3. Die Verbindung zwischen dem Gyrus dentatus und der CA 3 Region sind 
die Axone der Körnerzellen, die so genannten Moosfasern.  
1.3.2 Funktion des Hippokampus 
Die Subgranularzone des Gyrus dentatus ist neben der Subventrikularzone des Bulbus 
olfactorius Ort der postnatalen Neurogenese im Gehirn (Eriksson et al., 1998). Damit werden 
dort die Voraussetzungen für neuronale Plastizität und somit für Lern- und 
Gedächtnisprozesse geschaffen (Marin-Burgin et al., 2012; Goncalves et al., 2016). Die im 
Hippokampus stattfindende und erstmals von Bliss et al. im Detail beschriebene 
Langzeitpotenzierung wird als Grundlage für Lernprozesse angesehen (Bliss et al., 1973). Der 
Hippokampus dient der Gedächtniskonsolidierung, sprich der Überführung von 
Gedächtnisinhalten aus dem Arbeits- in das Langzeitgedächtnis (Dudai et al., 2015). Eine 
wichtige Funktion besteht auch in der räumlichen Orientierung (Eichenbaum, 2017).  
Als Bestandteil des limbischen Systems ist der Hippokampus außerdem involviert in die 
Entstehung von Emotionen sowie die Ausbildung komplexer Verhaltensweisen (Trost et al., 
2015).               
1.3.3 Neurogenese im Hippokampus  
Neuronale Stammzellen (Vorläuferzellen) befinden sich im Gehirn von Säugern in zwei 
Regionen: der Subventrikularzone und der Subgranularzone. Erstere ist an der lateralen Wand 
des lateralen Ventrikels lokalisiert und versorgt in erster Linie den Bulbus olfactorius mit 
Stammzellen. Die Subgranularzone ist ein Teil des Gyrus dentatus zwischen dem Hilus und 
der Granularzellschicht. Die sich in dieser Zone befindenden Stammzellen entwickeln sich 
letztendlich zu Granularzellen (Doetsch et al., 2005) und werden in den Kreislauf der 
hippokampalen Zellen aufgenommen (van Praag et al., 2002). Dieser Prozess wird als 
hippokampale Neurogenese bezeichnet, die im adulten Hippokampus in sechs Stadien abläuft 
(Lee et al., 2012). Die Somata der ruhenden neuralen Stammzellen (Typ 1) befinden sich in 
der Subgranularzone und senden ihre Axone durch die Granularzellschicht bis in die 
Molekularzellschicht. Sie sind mindestens bipotent und stellen die Vorläuferzellen der 
Astrozyten und Neurone dar. Im Rahmen der Neurogenese entsteht durch asymmetrische 
Zellteilung wieder eine radiäre, bipotente Vorläuferzelle und eine nicht-radiäre, hoch-
proliferative neuronale Vorläuferzelle (Typ 2), welche dann weiter in die Neuroblasten (Typ 1 
und 2), unreife Neurone und schließlich die Granularzellen, auch Körnerzellen genannt, 
differenziert. Dabei sind die Neuroblasten postmitotische neuronale Vorläuferzellen, welche 
horizontale   Zellausläufer  entlang  der   Subgranularzone   aussenden.   Typ  2  Neuroblasten  
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unterscheiden sich von Typ 1 Neuroblasten dadurch, dass sie größere Somata haben. Sie 
befinden sich jedoch immer noch in der Subgranularzone. Die unreifen Neurone sind dann 
nicht mehr nur in der Subgranularzone, sondern auch in der Granularzellschicht zu finden. Sie 
besitzen einen Fortsatz, der die Granularzellschicht durchquert und in der 
Molekularzellschicht endet. Nach 30 Tagen entstehen im Zuge der Neurogenese letztlich reife 
Granularzellen, deren Somata sich in der Granularzellschicht befinden. Ihre Fortsätze enden 
als Moosfasern in der Molekularzellschicht und stellen eine Verbindung zur CA 3 Region her 
(Kempermann et al., 2004; Encinas et al., 2006). Aus der ruhenden Stammzelle können 
jedoch auch Astrozyten entstehen, die GFAP-positiv und Nestin-negativ sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
GFAP+           
 
 
 
 
 
 
Abb. 3 Hippokampale Neurogenese. (adaptiert von Encinas et al., 2006; Ozen et al., 2007; rote 
Umrandungen entsprechen den gefärbten Markern) 
 
1.4 Beschreibung des Mausmodels sowie der Zellkultur 
Um Untersuchungen der Strahlenwirkung auf hippokampale neurale Stammzellen in vitro 
durchzuführen, wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit transgene Mäuse 
(Nestin-CFPnuc C57BL/J6) verwendet. Nestin ist ein Stammzellmarker, welcher in der 
Subgranularzone von neuralen Stammzellen, aber nicht mehr von Neuroblasten exprimiert  
Neurogenese GliogeneseGGGliogenese n    Gliogenese  
Astrozyt 
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wird. Bei den hier verwendeten Mäusen wird ein fluoreszierendes Protein (CFP) unter der  
Kontrolle des Promoters für Nestin exprimiert. Es ist zudem mit einer Sequenz, die das 
Transgenprodukt in den Zellkern lokalisiert (nuclear localization sequence, nuc) gekoppelt. 
Ersteres führt dazu, dass die Zellen mit aktiviertem Nestin-Promoter am 
Fluoreszenzmikroskop sichtbar werden.  Aufgrund der Lokalisation des markierten CFP-
Proteins im Zellkern (das native/unmarkierte Nestin wird im Zytoplasma exprimiert) ist eine 
exakte Auszählung der Nestin-positiven Zellen möglich. 
Von den Gehirnen sechs Tage alter Mäuse wurden 300 µm dicke Gewebescheiben, welche 
die entorhino-hippokampale Region beinhalteten, hergestellt und kultiviert. Der Vorteil dieser 
Gewebescheibenkultur besteht in der Erhaltung der Gewebestruktur der hippokampalen 
Formation inklusive des Tractus perforans, der die Verbindung zwischen Gyrus dentatus und 
entorhinalem Kortex herstellt (Kluge et al., 1998). Nach Raineteau et al. findet in den 
Gewebescheiben unter entsprechenden Kulturbedingungen weiterhin eine Neurogenese statt, 
welche die Situation in vivo weitgehend authentisch abbildet (Raineteau et al., 2004). Dies 
wurde zu Beginn des Experimentes mittels HE-Färbung und Nestinfärbung an 
Ganzhirnschnitten und Schnitten von Gewebekulturscheiben überprüft. Dieses Modell erlaubt 
eine einfache Applikation von Substanzen und Bestrahlung, deren Langzeiteffekte auf die 
Neurogenese später zum Beispiel mittels live imaging am konfokalen Fluoreszenzmikroskop 
untersucht werden können. Ein weiterer Vorteil besteht in der Reduktion der Versuchstierzahl, 
da aus einem Gehirn bis zu acht Scheiben gewonnen werden können. 
1.5  Biologische Wirkung ionisierender Strahlung auf Gewebe  
Ionisierende Strahlung hat ihren Namen aufgrund ihrer Eigenschaft, Elektronen aus Atomen 
herauszulösen. Dieser Prozess wird als Ionisation bezeichnet. Biologische Moleküle können 
durch das Herauslösen von Elektronen direkt zerstört werden (direkter Effekt), aber auch 
indirekt über die Bildung freier Radikale (indirekter Effekt). 
Diese Ionisation hat nun unterschiedliche Konsequenzen zur Folge, die die biologische 
Wirkung ionisierender Strahlung bestimmen:  
a) Schädigung der DNA: Eine Zusammenfassung der Schäden, die an der DNA hervorgerufen 
werden können, ist in Abbildung 4 dargestellt. Doppelstrangbrüche gelten dabei zu den am 
schwersten vom Reparatursystem zu reparierenden Schäden. Pro Gray werden etwa 20-40 
Doppelstrangbrüche in einer Zelle erzeugt. Wenn durch Bestrahlung Schäden an der DNA 
hervorgerufen wurden, hat die Zelle mehrere Möglichkeiten, darauf zu reagieren. Eine Option 
besteht im Zelltod, der durch Apoptose oder Nekrose eingeleitet werden kann. Dieser wurde 
in der hier vorliegenden Arbeit anhand der Propidiumiodid-positiven Zellen bestimmt.  
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Die Reparatur der an der DNA hervorgerufenen Schäden stellt die zweite Möglichkeit dar. 
Diese kann entweder zur vollständigen Beseitigung des Fehlers führen, aber auch fehlerhaft 
durchgeführt werden, was dann wiederum im Zelltod oder der Inhibition des Zellzyklus sowie 
der Entstehung einer Mutation resultieren kann. Die dritte Möglichkeit besteht darin, den 
Zellzyklus zu inhibieren.  
Innerhalb eines Zellzyklus gibt es Kontrollpunkte, an denen die DNA der Zellen auf 
Richtigkeit und Fehlerfreiheit überprüft wird. Wenn durch Bestrahlung Schäden verursacht 
werden, müssen diese an einem der Kontrollpunkte zunächst repariert werden, bevor der 
Zellzyklus fortfahren kann. Dies zeigt sich durch eine Hemmung der Proliferation, welche in 
der vorliegenden Arbeit durch Verminderung der Inkorperation von BrdU, einem chemisch 
modifizierten Analogon des Nukleosids Thymidin, in die DNA quantifiziert wurde.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4  DNA-Schädigung durch ionisierende Strahlung. (adaptiert von Raleigh et al., 2013) 
 
b) Chromosomenaberrationen: Diese entstehen entweder aus Doppelstrangbrüchen, die nicht 
repariert worden sind oder aus Fehlreparaturen. Man unterscheidet zwischen strukturellen und 
numerischen Aberrationen. Strukturelle Chromosomenaberrationen können in Form von 
Deletionen oder Inversionen sowohl an einzelnen Chromosomen vorkommen, aber auch 
beispielsweise als dizentrische Chromosomen aus Wechselwirkungen von Chromosomen 
entstehen. Numerische Aberrationen wie beispielsweise Aneuploidie können ebenso wie 
strukturelle Veränderungen zum Zelltod führen. 
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1.6  Neuroprotektion vor ionisierender Strahlung 
Folgende Ansätze wurden bisher untersucht, um die neuronalen Strukturen vor 
bestrahlungsinduzierter neurokognitiver Dysfunktion zu schützen:  
 
Änderung der 
Bestrahlungsparameter 
Änderung der 
Bestrahlungstechnik 
– Schonung des 
Hippokampus 
Gabe 
neuroprotektiver 
Substanzen 
Wiederherstellung 
des neuralen 
Stammzellpools 
Dosisreduktion bei 
Kindern < sechs Jahren 
von 18 auf 24 Gy (Fuss 
et al., 2000) 
mittels VMAT (Lin 
et al., 2015) 
Lithium (Zanni et 
al., 2015; Huo et 
al., 2012) 
Transplantation 
mesenchymaler 
Stromazellen 
(Wang et al., 2016) 
Änderung der 
Fraktionierungsschemata 
(Camara-Costa et al., 
2015; Kennedy et al., 
2014) 
mittels Kollimatoren 
(Cramer et al., 2015) 
Kukoamin A 
(Zhang et al., 
2017) 
Transplantation 
humaner neuraler 
Stammzellen 
(Acharya et al., 
2015) 
Bestrahlung mit 
Photonen (Parihar et al., 
2015) 
mittels IMRT, 
helikaler 
Tomotherapie (Gondi 
et al., 2010; 
Kothavade et al., 
2015) 
Natriumvalproat 
(Liao et al., 2016) 
 
  Melatonin (Li et 
al., 2016) 
 
  Barbiturate 
(Oldfield et al., 
1990) 
 
 
Tab. 1 Möglichkeiten der Neuroprotektion. 
 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde neben der Reduktion der Strahlendosis die Wirkung der 
gleichzeitigen Gabe des potentiellen Neuroprotektors Resveratrol auf die Neurogenese 
untersucht. Resveratrol ist ein natürliches Polyphenol, welches in Weintrauben, Rotwein, 
Nüssen und einigen anderen Lebensmitteln vorkommt (Hsieh et al., 2010). Eine Übersicht 
über die vielfältigen biologischen/biochemischen Eigenschaften ist in Abbildung 5 ersichtlich. 
Besonders hervorzuheben dabei ist dessen antimutagene Wirkung, die erstmals 1997 aufgrund 
der Beobachtung, dass Resveratrol in der Lage ist, die Tumorgenese zu blockieren, 
beschrieben wurde (Jang et al., 1997), während Resveratrol Tumorzellen gegenüber der 
Bestrahlung sensibilisiert und damit zu einer Verstärkung des Behandlungseffekts führen  
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kann (Patties et al., 2009). Außerdem schützt es gesunde neuronale Zellen (Mohamed et al., 
2014) und verhindert die bestrahlungsinduzierte Apoptose durch die Antagonisierung der 
dabei entstehenden Sauerstoffradikale in den neuronalen Zellen des Hippokampus (Fukui et 
al., 2010). Die neuroprotektiven Eigenschaften sind bereits im Zusammenhang mit länger 
bestehender zerebraler Ischämie bekannt (Abdel-Aleem et al., 2016). Allerdings wurde das 
neuroprotektive Potential von Resveratrol nach Bestrahlung des Hippokampus bisher noch 
nicht genauer untersucht. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die Nestin-positiven 
neuralen Vorläuferzellen im Hippokampus nach Bestrahlung und Gabe von Resveratrol 
ausgezählt, da sie für die neurokognitiven Fähigkeiten von Bedeutung sind.  
 
 
Abb. 5 Eigenschaften von Resveratrol. (adaptiert von Hsieh et al., 2010) 
 
 
1.7  Zielsetzung der Arbeit  
Es ist hinreichend belegt, dass Bestrahlung zu neurokognitiven Defiziten führen kann. 
Allerdings existieren bisher kaum experimentelle Daten über das Verhalten neuraler 
Stammzellen nach Bestrahlung mit 4,5 Gy bis 16 Gy, einem Dosisbereich, der sowohl die 
hippokampusschonenden Radiotherapieverfahren als auch den Standardradiotherapiebereich 
umfasst. In vorangegangen Arbeiten wurde ein antitumorgener Effekt von Resveratrol 
zusammen mit Bestrahlung nachgewiesen. Bisher ist jedoch nicht bekannt, inwiefern eine 
Resveratrolgabe sich auch auf die hippokampale Neurogenese auswirkt.  
In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmals die akute und späte dosisabhängige 
Strahlenwirkung auf die Nestin-positiven neuralen Vorläuferzellen in vitro in einem 
Hippokampalen Gewebekulturscheibenmodell untersucht sowie das möglicherweise  
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neuroprotektive Potential von Resveratrol evaluiert.  
Im Rahmen der angefertigten experimentellen Arbeit sollten die folgenden Fragen 
beantwortet werden:  
(1) Sind die Abnahme Nestin-positiver Zellen sowie der Zellproliferation und der Zelltod 
dosisabhängig? 
(2) Ab welcher Dosis treten Langzeitschäden der neuralen Stammzellen auf?  
(3) Wie wirkt sich die Bestrahlung auf Astrozyten (GFAP-positiv) und reife neuronale 
Zellen (NeuN-positiv) aus? 
(4) Ist Resveratrol in der Lage, die neuralen Stammzellen vor einer 
bestrahlungsinduzierten Abnahme zu schützen? 
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ZNS-Tumore stellen im Kindesalter die häufigsten soliden sowie die zweithäufigsten 
Tumorerkrankungen insgesamt nach den Leukämien dar.  
Sie bedürfen in aller Regel einer multimodalen Therapie, bestehend aus möglichst 
vollständiger Resektion, Chemo- und Strahlentherapie. Besonders bei Kindern unter drei 
Jahren kann die kraniale Bestrahlung jedoch zu erheblichen kognitiven Einbußen führen, was 
unter anderem anhand der Messung des Intelligenzquotienten objektiviert werden kann. 
Bisher existieren jedoch kaum experimentelle Daten, die belegen, inwieweit Bestrahlung zu 
einer Reduktion neuraler Vorläuferzellen im Gyrus dentatus führt beziehungsweise die 
sowohl Kurzzeit- also auch Langzeiteffekte der Bestrahlung dosisabhängig untersuchen. 
Hinsichtlich der Prävention bestrahlungsinduzierter kognitiver Defizite konnten 
experimentelle Studien zeigen, dass die Veränderung von Bestrahlungsparametern, der 
Bestrahlungstechnik, die Gabe neuroprotektiver Substanzen sowie die Wiederherstellung des 
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neuralen Stammzellpools zu einer Verbesserung der kognitiven Eigenschaften führen können. 
Obwohl Resveratrol als neuroprotektive Substanz bei ischämischen Läsionen des Gehirns 
sowie einigen neurodegenerativen Erkrankungen bekannt ist, wurde sein neuroprotektives 
Potential bei radiogen verursachten Läsionen des Gehirns bisher noch nicht näher untersucht. 
Daher bleibt es offen zu klären, ob die neuralen Vorläuferzellen des Hippokampus, die für 
komplexe Denkleistungen sowie die Regeneration geschädigter Zellen nötig sind, durch die 
Gabe dieser Substanz vor dem Zelltod durch Bestrahlung gerettet werden können. 
In der hier vorliegenden Arbeit war es das Ziel, den Einfluss verschiedener Dosiskonzepte auf 
das Überleben der neuralen Vorläuferzellen des Gyrus dentatus sowie die Möglichkeit einer 
Protektion dieser Zellen vor bestrahlungsinduziertem Zelluntergang durch Resveratrol zu 
untersuchen.  Die Experimente wurden mit drei bis sechs Tage alten transgenen Nestin-
CFPnuc C57BL/J6 Mäusen durchgeführt, von denen Gewebekulturscheiben, welche die 
entorhino-hippokampale Formation enthielten, angelegt wurden. 
 
Methodik 
Im Alter von drei bis sechs Tagen erfolgte die Dekapitation der Mäuse. Anschließend wurde 
das Gehirn mit Hilfe eines Vibratoms in Scheiben geschnitten und die enthorino-
hippokampale Formation unter dem Mikroskop herauspräpariert. Die Hirnscheiben wurden in 
einem Nährmedium, welches aller zwei Tage erneuert wurde, bis zu acht Wochen kultiviert. 
Nach einer 14-tägigen Regenerierungszeit, nach welcher die Wundheilung gemäß der 
Zytokinkonzentration (Il-6, KC, MCP-1) im Kulturüberstand abgeschlossen war, wurden die 
Hirnscheiben in die Bestrahlungsdosen 0 Gy (Kontrolle), 4,5 Gy, 8 Gy, 12 Gy und 16 Gy 
randomisiert.  
Für die in vitro Bestimmung Nestin-positiver Vorläuferzellen wurden über einen Zeitraum 
von sechs Wochen zu fünf unterschiedlichen Zeitpunkten Aufnahmen des Gyrus dentatus mit 
dem konfokalen Mikroskop angefertigt und die Zellen anschließend ausgezählt. Um die 
Anzahl der toten Zellen zu bestimmen, wurden die Gewebekulturen 96 Stunden nach 
Bestrahlung für zwei Stunden mit Propidiumiodid versetzt und die toten, Propidiumiodid-
positiven Zellen, am konfokalen Mikroskop quantifiziert. 
Um den kurzzeitigen Bestrahlungseffekt auf die Zellproliferation zu untersuchen, wurde dem 
Nährmedium einiger Hirnscheiben zwei Stunden vor Bestrahlung BrdU hinzugefügt und nach 
48 Stunden wieder entfernt. Nach anschließender zweiwöchiger Kultivierung wurden die 
Präparate immunhistochemisch gefärbt und die Anzahl BrdU-positiver Zellen ermittelt. Die 
Proliferation der Zellen wurde zudem an späteren Zeitpunkten (14 und 42 Tage nach 
Bestrahlung) durch Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki-67  untersucht.  
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Resveratrol wurde den Kontrollen (0 Gy) sowie den 8 Gy und 16 Gy bestrahlten 
Gewebescheiben zwei Stunden vor Bestrahlung zugesetzt und am nächsten Tag im Zuge des 
Mediumwechsels erneuert. 48 Stunden nach Bestrahlung wurde es aus dem Medium entfernt. 
Die Nestin-positiven Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Gabe von 
Resveratrol mit dem konfokalen Mikroskop aufgenommen und anschließend ausgezählt. 
Nach 42 Tagen in vitro wurden die Gewebekulturscheiben fixiert. Zur Quantifizierung reifer 
Neurone, der Neuroglia sowie der Neurogenese wurden die Präparate mit NeuN und GFAP 
sowie NeuN/BrdU gefärbt und anschließend ausgewertet.  
Um festzustellen, ob die Zellstruktur der hippokampalen Gewebescheiben der eines 
Ganzhirnpräparates entspricht, wurde eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung beider Präparate 
angefertigt.  
Die Experimente wurden an randomisiert ausgewählten Hirnpräparaten ein und derselben 
Maus durchgeführt, so dass eine gepaarte Analyse ermöglicht wurde und an mindestens zwei 
Mäusen (n = 3) wiederholt. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Student‘s t-Test analysiert. 
Unterschiede von  p ≤ 0,05 wurden als signifikant, von p ≤ 0,01 als sehr signifikant und von p 
≤ 0,001 als höchst signifikant angesehen. Die Daten wurden als Mittelwert ± Standardfehler 
des Mittelwertes (mean ± SEM) angegeben.  
 
Ergebnisse und Diskussion 
Um mit Gewebekulturscheiben arbeiten und reproduktive sowie valide Ergebnisse erzielen zu 
können, war es von Bedeutung, dass während des gesamten Präparierprozesses die entorhino-
hippokampale Formation in den Gehirnen erhalten bleibt. Die Hämytoxylinfärbung zeigte, 
dass die Zytoarchitektur einer Hirnscheibe in vitro der eines Ganzhirnpräparates entspricht. 
Insbesondere der Tractus perforans bleibt intakt (Kluge et al., 1998). Die Messung der 
Zytokine (IL-6, KC, MCP-1) nach Entnahme der Hirne und Präparation ergab 14 Tage nach 
Gewebepräparation konstante Messwerte, sodass von einem Abschluss der Wundheilung 
ausgegangen werden konnte. 
 
Verhalten Nestin-positiver Zellen in Kultur 
Der Zeitverlauf Nestin-positiver Zellen in unbestrahlten und unbehandelten Kontrollen über 
49 Tage zeigte eine mehrphasische Entwicklung, die in dieser Form bisher noch nie 
beschrieben worden ist. Bis etwa zur Hälfte der Zeit gab es einen deutlichen Abfall Nestin-
positiver Zellen. Dieser schien sich jedoch innerhalb der nächsten zehn Tage zu erholen und 
ab dem 35. Tag in vitro einen konstanten Verlauf zu zeigen. Diese Beobachtungen beweisen, 
dass die Gewebekulturscheiben in vitro ähnlich einer Maus in vivo altern (Fukuda et al., 2005).
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Effekte der Bestrahlung 
Die Bestrahlung führte über den Zeitraum von sechs Wochen zu einer signifikanten, 
irreversiblen und dosisabhängigen Reduktion Nestin-positiver Zellen innerhalb aller 
Bestrahlungsdosen (4,5 Gy, 8 Gy, 12 Gy und 16 Gy). Eine Erklärung für die Abnahme 
Nestin-positiver Zellen ist der bestrahlungsinduzierte Zelltod, welcher, gemessen an 
Propidiumiodid-positiven Zellen, einen dosisabhängigen Anstieg zeigte. 
Aufgrund der geringen absoluten Anzahl Propidiumiodid-positiver Zellen 96 Stunden nach 
Bestrahlung ist es denkbar, dass der Zelltod womöglich auch zu einem späteren Zeitpunkt 
einsetzt, wenn sich die durch die Bestrahlung entstandenen Aberrationen und nicht mehr 
reparablen Schäden über mehrere Zellzyklen manifestiert haben und dann zum Tod der Zelle 
führen. Entsprechend unseren Ergebnissen führt Bestrahlung ebenso zu einem Einbruch der 
Neurogenese (NeuN/BrdU) sowie der Proliferation (BrdU/ Ki-67). Diese Beobachtungen 
machten auch andere Arbeitsgruppen, die ebenfalls negative Langzeiteffekte auf die 
Neurogenese (Mizumatsu et al., 2003) sowie die Proliferation (Rola et al., 2004) beschrieben.  
Die Ausdifferenzierung der Stammzellen zu GFAP-positiven Zellen kann durch die Induktion 
von NF- κB (Ozeki et al., 2012), STAT-3 (Bonni et al., 1997) oder die Aktivierung der 
Mikroglia im Sinne einer reaktiven Gliosis (Hwang et al., 2006) hervorgerufen werden. 
Entgegen der Annahme, dass es auch zu einem bestrahlungsinduzierten Abfall ausgereifter 
Neurone kommen müsste, führte Bestrahlung bis 12 Gy nach 42 Tagen eher zu einer 
Zunahme. Allerdings ist nicht auszuschließen, dass es unmittelbar nach Bestrahlung zu einem 
Abfall gekommen ist, der sich aber nach 42 Tagen vollständig erholt hat. Dies könnte auch 
den Abfall bei einer Dosis von 16 Gy erklären, da in diesem Dosisbereich eben keine 
Regeneration mehr erwartet werden kann.  
 
Effekt von Resveratrol  
Da es bereits bei einer Einzeldosis von 4,5 Gy zu einem irreversiblen Abfall neuronaler 
Stammzellen sowie einem Einbruch der Proliferation und Neurogenese kam, sollten neben 
technischen Maßnahmen zur Neuroprotektion auch andere Möglichkeiten in Betracht gezogen 
werden. Eine Einzeldosis von 4,5 Gy entspricht in etwa einer Dosis von 10 Gy, die im 
Rahmen des „hippocampal sparing“ während der fraktionierten Behandlung typischerweise 
im Bereich des Hippokampus erreicht wird (Gondi et al., 2010b). 
Die Gabe von Resveratrol führte in unbestrahlten Gewebekulturscheiben zu einer Abnahme 
Nestin-positiver Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen. In Kombination mit 
Bestrahlung zeigte sich jedoch, dass die Anzahl Nestin-positiver Zellen durch die Gabe von 
Resveratrol zum Teil signifikant erhöht werden konnte. Das neuroprotektive Potential von  
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Resveratrol konnte bereits bei 4 Gy bestrahlten hippokampalen Neuronen demonstriert 
werden (Li et al., 2014). Bei einer Bestrahlungsdosis von 8 Gy, nicht jedoch bei 16 Gy 
beobachteten wir über den gesamten Zeitraum einen neuroprotektiven Effekt. Es ist 
anzunehmen, dass die durch 16 Gy hinterlassenen Schäden derart stark ausgeprägt sind, dass 
Resveratrol, welches nur 48 Stunden verabreicht wurde, nicht in der Lage war, die 
Stammzellen zu schützen. In der Praxis könnte man Resveratrol über längere Zeit im Rahmen 
fraktionierter Behandlungen verabreichen, was auch eine Reduktion der Resveratroldosis 
ermöglichen könnte. In den unbestrahlten Kontrollen führte die Gabe von Resveratrol 
möglicherweise durch die Aktivierung von Sirt-1 sowie von AMPK zu einer Inhibition der 
Entwicklung von Stammzellen (Ma et al., 2014; Park et al., 2012).  
In weiteren Studien sollte geprüft werden, inwieweit Resveratrol auch in vivo Potential besitzt, 
die neurokognitiven Fähigkeiten durch einen Schutz der Stammzellen vor Bestrahlung zu 
verbessern.   
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